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摘要 :【 目的 】 本 研究 旨 在 初步 明确 家 蚕 微 孢 子 忠 Nosema bombycis 34 3E 3&8 3 ( NbTre3) 的 功能 ,为 
ZÆ Bombyx mori 微粒 子 病 的 防治 提供 理论 依据 和 线索 。【 方法】 通过 PCR 扩 增 NbTre3 ,构建 原核 
表达 载体 pET28a-NbTre3 ;经 IPTG 诱导 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 中 表达 重组 蛋白 NbTre3 , Western 
blot 检测 目的 蛋白 ;Ni 柱 亲 和 层 析 法 对 重组 蛋白 NbTre3 进行 纯化 ,用 获得 的 NbTre3 免疫 新 西 兰 免 
制备 多 元 隆 抗 体 ; 利 用 间接 免疫 英 光 技术 对 成 熟 家 蚕 微 孢子 虫 中 的 NbTre3 进行 定位 ;qRT-PCR 检 
N KREMIT KARKE S 龄 起 蛋 后 不 同时 间 中 肠 中 NbTre3 的 转录 水 平 ; 通 过 分 别 注 射 siRNA-1， 
siRNA-2 和 siRNA-3 进行 RNAi,qRT-PCR 检测 RNAi 后 不 同时 间 感 当家 看 微 孢 子 忠 的 家 看 5 龄 起 
乔 中 肠 中 NbTre3 和 16S rRNA 的 转录 水 平 。【 结果 ] 成功 纯化 并 获得 重组 目的 蛋白 NbTre3 ,大 小 约 
为 34 kD。 免疫 新 西 兰 免 后 ,收集 血清 ,纯化 获得 NbTre3 多 克隆 抗体 ,经 Western blot 鉴定 正确 。 间 
接 免疫 荧光 结果 显示 NbTre3 主要 分 布 在 成 熟 家 看 微 孢 子 虫 孢 原 质 中 。qRT-PCR RRN, REM 
孢子 虫 感染 后 6 h 时 家 看 龄 起 蛋 中 肠 中 NbTre3 o 最 高 ;siRNA 抑制 NbTre3 的 表达 后 ,家 
EIET X 16S rRNA 的 转录 水 平 没 有 明显 的 变化 。【 结论 结果 提示 NbTre3 可 能 在 家 看 微 孢子 
虫 感染 初期 的 发 芽 过 程 中 发 挥 重要 的 作用 。 

关键 词 : KEMT R; 海棠 糖 酶 ; 原核 表达 ; RNA 干扰 ; qRT-PCR 
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Expression, localization and function of trehalase 3 in Nosema bombycis 
( Microsporidia ) 

ZHANG Yi-Ling, LI Jun-Hao, NING Jia-Xing, Bismark KYEI, SHEN Zhong-Yuan' ( College of 
Biotechnology, Jiangsu University of Science and Technology, Zhenjiang, Jiangsu 212018, China) 
Abstract: [ Aim] The purpose of this study is to preliminarily clarify the function of trehalase 3 
(NbTre3) in Nosema bombycis, so as to provide theoretical basis and clues for the prevention and 
treatment of pebrine disease of Bombyx mori. [ Methods] NbTre3 was amplified by PCR, and the 
prokaryotic expression vector pET28a-NbTre3 was constructed. The recombinant protein. NbTre3 was 
expressed in Escherichia coli with. IPTG induction and identified by Western blot. The recombinant 
protein NbTre3 was purified via Ni column affinity chromatography, and the polyclonal antibody was 
prepared by immunizing New Zealand rabbits with the obtained NbTre3. The localization of NbTre3 in 
mature spore of N. bombycis was investigated by indirect immunofluorescence assay. After N. bombycis 
infected the 5th instar larvae of B. mori, the transcription levels of NbTre3 in the midgut at different post- 
infection time were detected by qRT-PCR. The RNAi was carried out by injection of siRNA-1, siRNA-2 
and siRNA-3, respectively, and the transcription levels of NbTre3 and 16S rRNA in the midgut of the 5th 
instar larvae of B. mori infected by N. bombycis at different time post RNAi were detected by qRT-PCR. 
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[ Results] The recombinant target protein NbTre3 was successfully expressed in E. coli and purified, 


with a size of about 34 kD. After immunizing the New Zealand rabbits, the serum was collected, and the 


polyclonal antibody of NbTre3 was obtained by purification and verified by Western blot. Indirect 


immunofluorescence result showed that NbTre3 was mainly distributed in the sporoplasm in mature spores 
of N. bombycis. The qRT-PCR results showed that the expression level of NbTre3 in the midgut of the 5th 


instar larvae of B. mori was the highest at 6 h post infection of N. bombycis. After the expression of 


NbTre3 was inhibited by siRNA there was no significant change in the transcription level of 168 rRNA of 


N. bombycis. 


[ Conclusion ] The results suggest that NbTre3 may play an important role in the 


germinating process of the initial infection of N. bombycis. 


Key words: Nosema bombycis; trehalase; prokaryotic expression; RNA interference; qRT-PCR 


fJ T H ( microsporidia ) 是 一 类 专 性 细胞 内 寄 
生 的 单 细 胞 真 核 生 物 (Becnel et al., 2005; XI) F 
和 曾 玲 , 2006) ,寄主 范围 非常 广泛 ,可 感染 从 无 疹 
椎 动物 到 浓 椎 动物 的 几乎 所 有 动物 类 群 ( Mathis， 
2000) 。 目 前 已 经 发 现 超 过 1 500 种 ,归属 187 个 属 
Hit T E (Vávra and Lukeš, 2013), ZEW -d- 
H Nosema bombycis 是 Carl Naggli 在 1857 年 鉴定 的 
ZB — Wh ista T E ( Becnel et al., 2005), KAMAT 
虫 感染 家 看 引起 的 在 病 在 看 业 上 称 为 家 看 微粒 子 病 
( pebrine) ,是 对 养 在 业 最 上 共 威 胁 性 的 一 种 毁灭 性 的 
病害 , 币 对 在 业 生产 造成 严重 的 经 济 损失 ( Bhat et 
al., 2009) 。 

I EROS LNEZSSOKTOGS TU. ZRET AA 
EHE 20 VT E K Es UR. R EA A VA e TEC ARI 
高 等 植物 中 (Elbein, 1974; Wingler, 2002; Elbein et 
al., 2003; Frison et al., 2007) 。 海 河 糖 首先 是 被 作 
为 能 量 储存 分 子 提出 的 。 在 许多 昆虫 中 , 海 汪 糖 提 
供 了 一 种 多 于 移动 的 能 量 储备 ,在 飞行 过 程 中 被 利 
H (Becker et al., 1996) , 55 5h, YE E KMT T 38 
PHEN BE E ii e, del 3^ E LE PEA 165 Ze M B K RE 
( Rousseau et al., 1972; Thevelein et al., 1982) , 在 
AT CET ERCRUES AACFT ESL P 8E ODE 2 VT e LII RE 

H BJ ZE 4] H X p 2r Ax PETER). TESTA AA TTOT S 
Mycobacterium tuberculosis 中 ,细胞 壁 “ 脐 市 因子 ”6， 
6- 1 A P Y 158 9E (trehalose 6,6-dimycolate ) 对 药 
物 和 多 上 肽 都 具有 不 渗透 性 。 通 过 在 这 些 分 子 周围 形 
成 类 似 玻璃 的 结构 ,它们 可 以 防止 脱水 和 氧化 造成 
的 损伤 (Elbein et al., 2003; Tournu et al., 2013) 。 
TEE TORRENS ( trehalase ) 是 一 种 糖苷 酶 ,可 催化 一 分 于 
EKEN AA T i KRME TERA 
E B TRE REA C EER KRAT REER 
糖 酶 (Nosema bombycis trehalase, NbTre) 基因 包括 4 
FEDI , BH NbTrel, NbTre2, NbTre3 和 NbTre4 ( 2x2 























民 等 , 2016) 。 目 前 对 于 家 得 微 爷 子 虫 海 荣 糖 酶 不 
同 找 贝 的 功能 仍 不 清楚 。 本 人 研究 对 其 中 的 NbTre3 
基因 进行 克隆 并 表达 ,通过 免疫 灾 光 、qRT-PCR 及 
RNAi 技术 对 NbTre3 的 功能 进行 了 初步 的 分 析 , 量 
在 为 家 侈 微 侈 子 虫 发 牙 的 分 子 机制 及 能 量 代 谢 人 研究 
提供 理论 依据 ,为 家 答 微 粒子 病 的 防治 提供 线索 。 


1 材料 与 方法 


1.1 生物 材料 及 试剂 

ZA Bombyx mori 品系 p50 PIKA MIET E H 
本 实验 室 培 养 过 殖 并 保存 ;原核 表达 两 及 分 子 克 隆 
RZ AOM RR BL21 购 目 北京 全 式 金 生物 技术 有 
限 公 司 ; PCR、 限 制 性 核酸 内 切 酶 、RNA 提取 试剂 
T RRAN A A A EAH DNA. 提取 试剂 盒 为 
TaKaRa 公司 产品 ; Percoll 试剂 为 GE Healthcare 公 
司 产 品 ;qRT-PCR 所 用 试剂 购 自 TaKaRa 公司 ;其 他 
试剂 配制 所 需 药 品 均 为 分 析 纯 。 
1.2 家 等 微 孢子 虫 的 扩 增 与 纯化 

以 10 个 孢子 /mL WRAZ de Gd fel ^ EERS 
tyr BESTE (SEES, 2014) , Bt TF Je RA 4 龄 起 
4.8 h Jr d Lr ES HE. EA h LB] T BS) fc fl 
TERJE y ACE JUS s , feH 22 JUR, JUL 
REMI x PBS) 研磨 至 勾 浆 ,4 层 纱布 过 滤 , UE 
液 经 3 000 g 离心 5 min, 弃 上 清 ,经 1 x PBS 漂洗 3 
次 后 用 1 x PBS 重 悬 , 绥 慢 加 入 到 非 连 绥 密 度 梯 度 
(3096 , 4596 , 6096 , 7596 和 90% ) 的 Percoll 溶液 液 
面 上 ,12 000 g 离心 40 min ,收集 底部 沉淀 ,用 PBS 
漂洗 3 次 , 即 得 纯化 的 家 和 雁 微 孢子 虫 。 
1.3 家 等 微 钨 子 虫 基因 组 DNA 的 提取 

向 震荡 管 中 加 入 1 mL(10 个 孢子 mL) 纯化 的 
微 孢 子 虫 悬 液 和 1 mL 酸 洗 玻 璃 珠 , 利 用 震荡 式 小 型 
PRES ILH ZH BT ES qi ETT LES , Re vn de BETE 4 800 ~ 
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5 500 r/min 20537; 6 次 ,每 次 持续 震荡 时 间 为 60 
s ,每 次 震荡 结束 立刻 将 其 放 入 冰 中 进行 冷却 。 人 研 订 
结束 后 , 冰 上 静止 5 min , 竺 玻璃 珠 全 部 沉降 至 液 面 
下 时 ,将 上 清 转 移 至 新 的 离心 管 中 。 用 真 丙 基 因 组 
DNA 快速 抽 提 试剂 盒 ,按照 说 明 书 操作 程序 提取 家 
慢 微 把 子 虫 的 基因 组 。 
1.4 重组 原核 表达 载体 的 构建 

根据 SilkPathDB ( https: // silkpathdb. swu. edu. 
cn/) 已 登录 的 NbTre3 ( NBO-280093) 的 序列 设计 引 
物 ( 正 回 引 物 : 5'-CGCGGATCCATTCCAGTGGATCT 
AAATGC-3', 下 划 线 示 BamH I 酶 切 位 点 ; 反 向 引 
Wi: 5'-CCCAAGCTTTTTGACCAGTACTTCTTTGC-3', 
下 划 线 示 Hind Ill BEI fv 53) ,并 以 1.3 节 提 取 的 家 
得 微 孢子 虫 基 因 组 DNA 为 模板 对 NbTre3 基因 进行 
PCR 扩 增 。 反 应 体系 (50 uL) :基因 组 DNA 模板 
1 uL, 正 反 加 引物 (10 umolEL) 各 0.5 uL, Premix 
Taq“(TaKaRa Taq™ Version 2.0) 25 uL, ddH,O 补 
至 50 pL, RIIE: 94C 预 变性 2 min; 98*C 2ETE 
10 s, 59*C 退火 30 s, 72% 延伸 40 s, 共 30 个 循环 ; 
最 后 72 忆 延伸 10 min。 扩 增产 物 利 用 1% RR BRE 
胶 电 泳 进行 鉴定 。 

鉴定 正确 的 扩 增 产物 经 DNA 纯化 试剂 盒 回 收 
后 ,用 BamH I 和 Hind 王 进行 双 酶 切 , 酶 切 产 物 与 经 
同样 双 酶 切 的 原核 表达 载体 pET28a( + ) 在 T4 DNA 
连接 酶 的 作用 下 进行 连接 反应 ,连接 产物 转化 大 肠 
FFER Escherichia coli Top 10 感受 态 细胞 , 涂 布 含 硫 
RRIEK LB 固体 培养 基 ,37% 培养 过 夜 ; 挑 取 
单元 隆 菌 落 并 接种 于 伟人 硫酸 卡 那 霍 素 的 LB 液体 培 
养 基 中 ,37 忌 过夜 培养 ,用 质粒 提取 试剂 盒 提取 重组 
质粒 ,通过 PCR 及 BamH I 和 Hind 了 对 重组 质粒 进 
行 双 酶 切 鉴 定 。 并 将 阳性 质粒 送 至 上 生 工 生物 工 
(上 海 ) 股 份 有 限 公 司 进行 DNA 测序 。 
1.5 重组 蛋白 NbTre3 的 纯化 

将 1.4 节 测序 正确 的 重组 质粒 pET28a-NbTre3 
转化 至 大 肠 丁 阔 BL21 感受 态 细 胞 中 ,同时 设 
pET28a( + ) 载 体质 粒 转化 菌 作为 阴性 对 照 , 涂 布 于 
含 适 量 硫酸 卡 那 霉 素 的 LB 固体 培养 基 上 ,375 培 
养 箱 培养 过 夜 ;选择 PCR 鉴定 阳性 的 菌落 接种 至 
LB 液体 培养 基 中 ,377 摇 床 培养 至 其 ODuo 为 
0.6 ~0.8 时 ,加 入 IPTG( 终 浓度 为 0. 6 mmol/L), 
37% 抒 床 继续 培养 6 h ,离心 收集 细 示 ,用 1 x PBS 
洗 3 次 ; 回 样 品 中 加 入 40 ~60 uL 的 和 蛋白 上 样 缓冲 
液 ,100% 者 10 min ,进行 SDS-PAGE 及 Western 
blot( 免 抗 6 x His tag 作为 一 抗 ) 鉴定 ;鉴定 正确 的 



































销 体 , 冰 上 超声 破碎 (功率 50 W ,超声 6 s, 间 隔 6 s, 
次 数 50 次 ) ,12 000 g 4% 离心 10 min, 将 上 清 转 移 
至 新 的 离心 管 中 , 沉 省 用 少量 的 1 x PBS E&i 
入 40 mL 20 mmol/L Binding Buffer 7855] ,A?C 孵育 过 
夜 ,次 日 按照 Ni 柱 集 日 纯化 说 明 书 对 重组 NbTre3 iH 
行 纯化 ,并 通过 SDS-PAGE 对 纯化 的 蛋白 进行 鉴定 。 
1.6 NbTre3 多 克隆 抗体 的 制备 

1.5 节 纯 化 的 重组 蛋白 NbTre3 经 过 不 同 尿 素 
含量 (6, 4, 2 和 0 mol/L) 的 透析 液 处 理 后 ,采用 
BCA 法 对 其 浓度 进行 测定 。 然 后 委托 金 斯 瑞生 物 科 
技 有 限 公 司 利用 获得 的 NbTre3 免疫 新 西 兰 兔 ,进行 
多 克隆 抗体 的 制备 。 通 过 ELISA 及 Western blot 对 
制备 的 多 克隆 抗体 的 效 价 和 特异 性 分 别 进行 评 佑 。 
1.7 NbTre3 的 免疫 菊 光 定位 

纯化 的 家 和 在 微 抱 子 虫 用 4 多 的 多 聚 甲 醛 固 定 15 
min; PBST 浸 洗 玻 片 后 用 Triton X-100 室温 通 透 20 
min , PBST iz 7E Fr Jo ES Hr E89 JE A LU SE MIL TES , 
室温 封闭 30 min; 每 张 玻 户 滴 加 足够 量 (1: 200 fi 
释 ) 的 重组 NbTre3 多 克隆 抗体 , 放 和 人 湿 盒 ,4Y 孵育 
过 夜 ;PBST DEXÉ Hr, 1:1 000 (v/v) Fi TESTE BS 
Alexa Fluor 488 $RC BgoeJ6 —3t C AE LES TRECE 
15: ) Ha RAT), wE PEREA 1 h;PBST iE 
洗 玻 户 , 滴 加 DAPI 避 光 孵育 5 min ,对 标本 进行 染 
核 ,PBST 洗 去 多 余 的 DAPI; HEDRICK I AY E) 
上 请 液 封 帮 ,然后 在 灾 光 显微镜 下 观察 并 采集 图 像 。 
1.8 qRT-PCR 检测 家 看 微 孢 子 虫 感染 后 家 看 5 龄 
i zx rng rn NbTre3 的 表达 水 平 

5 龄 起 看 喂 以 涂抹 10 AFL WIRE ME 
子 虫 悬 液 的 新 鲜 桑 叶 2 h, TIERE CREE A GL T 
18)2, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 和 144 h JRZ 
蛋 中 肠 组 织 ;每 时 间 点 每 6 头 家 在 为 一 组 ,每 组 为 一 
TER, Hish TER WAWE, IMA TRIzol 试剂 ， 
FX EATI e Wa H P d H HR 53. RNA, DNase T 
室温 消化 15 min 去 除 基因 组 DNA ,经 反 转 有 录 成 
cDNA HERI, IKAMET E B-tubulin 为 内 参 基 
,利用 qRT-PCR 检测 NbTre3 基因 的 转录 水 平 , 引 
物 如 表 1 所 示 。 反 应 体系 (20 pL): TB Green 
Premix Ex Taq IL 10 pkL， 上 下 游 引 物 (10 pmol/L) 4% 
0.8 uL, ROX Reference Dye 0. 4 uL, cDNA 模板 2 
uL, XKt 20 RL。 每 个 样品 设置 4 个 重复 
孔 。 反 应 程序 : 95C 预 变性 30 s; 95C 变性 15 s, 
60*CiB A Ef 31 s, 反应 共 40 个 循环 。 
1.9 NbTre3 基因 的 RNAi 实验 

根据 NbTre3 基因 的 序列 设计 了 3 条 特异 性 的 
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siRNA( siRNA-1, siRNA2 FI siRNA-3) , i £& fn»e t 
EAH] efp siRNA 作为 阴性 对 照 (NC)( 表 2) , 委 
托 生 工 生 物 工 程 ( 上 海 ) 有 限 公 司 进 行 合 成 。5 龄 起 
AT DA TRAR 10 个 孢子 [mL fg zi foc 3^ ERM 
桑 叶 ,感染 6 h 后 皮下 注射 siRNA(1 pug/7&) ,分 别 
在 注射 后 24, 48 和 72 h 谢 取 中 肠 组 织 ,每 个 时 间 点 
取 6 3L 2c 28 , US. RNA ,并 反 转 录 为 cDNA ,以 家 
RMT E B-tubulin 为 内 参 基 因 , qRT-PCR 检测 
NbTre3 基因 的 转录 水 平 ;同时 以 家 和 奉 actin 为 内 参 
基因 ,利用 qRT-PCR 检测 家 在 微 孢 子 虫 168 rRNA 
的 转录 水 平 , 引 物 序列 见 表 2。 反 应 体系 : TB Green 
Premix Ex Taq IL 10 pkL， 上 下 游 引 物 (10 umo/L) 4 











0.8 uL, ROX Reference Dye 0. 4 uL, cDNA 模板 2 
uL, XpBZK*he20gxL. 5 Wf: 9$% 预 变 性 30 
s; 95C 变性 15 s,，60% 退火 及 延伸 31 s, 反应 共 40 
个 循环 。 独 立 重复 实验 3 次 ,每 个 样品 重复 测定 4 
次 。 另 外 ,在 siRNA 干扰 NbTre3 基因 表达 后 120 h, 
每 处 理 取 10 AZKA 5 龄 起 在 , 训 取 中 肠 组 织 研 茵 后 
在 显微镜 下 观察 微 爷 子 虫 的 数量 。 
1.10 数据 分 析 

qRT-PCR 结果 数据 根据 2 ”的 方法 进行 计算 
分 析 (Livak and Schmittgen, 2001) ,并 用 IBM SPSS 
Statistics 20 软件 进行 比较 均值 单 因 素 方 差分 析 
(ANOVA ) 。 











Table 1 Primers for qRT-PCR 


X1 qRT-PCR 引物 





反 回 引物 序列 (5 -37) 


Antisense primer sequence 





GCCGAAUCAUCGAGUAAGATT 


Table 2 Sequences of siRNA 


引物 正 癌 引物 序列 (5-3) 
Primer Sense primer sequence 
qNbTre3 GGCUGAGCUUAACAGAGAATT 
ql6S rRNA GGCCACUCCAUGUUCAGAUTT 
qB-tubulin GGACAAACGGAACUACGUUTT 
qActin3 

表 2 siRNA 序列 
siRNA 正 回 Sense (5' -3') 
siRNA-1 GGCUGAGCUUAACAGAGAATT 
SIRNA-2 GGCCACUCCAUGUUCAGAUTT 
siRNA-3 GGACAAACGGAACUACGUUTT 
siRNA -gfp 








iRN GCCGAAUCAUCGAGUAAGATT 


UUCUCUGUUAAGCUCAGCCTT 
AUCUGAACAUGGAGUGGCCTT 
AACGUAGUUCCGUUUGUCCTT 
UCUUACUCGAUGAUUCGGCTT 


反问 Antisense (5' - 3") 
UUCUCUGUUAAGCUCAGCCTT 
AUCUGAACAUGGAGUGGCCTT 
AACGUAGUUCCGUUUGUCCTT 
UCUUACUCGAUGAUUCGGCTT 


2 结果 


2.1 重组 NbTre3 蛋白 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 

为 了 构建 NbTre3 的 重组 原核 表达 载体 ,首先 通 
过 PCR 对 NbTre3 基因 进行 扩 增 ,结果 如 图 1(A) 所 
示 , 获 得 了 一 条 长 约 800 bp 的 特异 性 条 市 ,与 理论 
KÆ 804 bp 相符 。 然 后 ,PCR 产物 经 纯化 和 双 酶 切 
后 连接 pET28a( + ) 载体 获得 重组 质粒 ,PCR 及 双 
酶 切 鉴 定 均 获得 一 条 大 小 为 800 bp 左右 的 特异 性 
条 带 ( 图 1: B, C) ,经 DNA 测序 验证 ,结果 表明 重 
组 原核 表达 载体 pET28a-NbTre3 构建 成 功 。 

将 上 述 重组 载体 pET28a-NbTre3 转化 BL21 感 
受 态 细胞 ,经 IPTG 诱导 表达 后 ,收集 表达 细菌, 利 
JH SDS-PAGE([&] 2: A) 及 Western blot( 图 2.B) 检 
测 均 发 现 一 条 特异 性 的 蛋白 条 带 , 其 分 子 量 大 小 约 
为 34 kD ,与 NbTre3 和 蛋白 理论 分 子 量 大 小 接近 , 结 














末 表 明 重 组 集 日 NbTre3 得 以 成 功 表达 。 
2.2 重组 蛋白 NbTre3 多 克隆 抗体 

SDS-PAGE 鉴定 结果 如 图 3 所 示 , 在 用 尿素 含 
S^] IJ 150 mmol/L 和 200 mmol/L 的 洗 脱 液 进行 
洗 脱 时 , 均 可 获得 较 纯 的 NbTre3 Z H1 ; 2878 ,ET138 
析 以 除去 尿素 等 成 分 ,通过 SDS-PAGE PEE DU E 
日 的 纯度 , 结 采 发 现 仍 只 有 一 条 特异 性 和 蛋 日 条 市 
(图 4: A)。 说 明 透 析 过 程 中 没有 和 蛋白 的 降解 和 杂 
和 蛋白 的 摊 入 。 以 纯化 的 重组 绰 日 NbTre3 为 抗原 免 
疫 新 西 兰 免 制备 抗体 , Western blot 检测 结果 如 图 4 
(B) 所 示 , 发 现 一 条 分 子 量 大 小 约 为 34 kD 的 特异 
性 条 市 ,说明 制备 的 多 克隆 抗体 特异 性 较 好 ,可 用 于 
后 续 实 验 。 
2.3 NbTre3 在 家 大 微 孢 子 虫 成 熟 孢 子 中 的 亚 细 胞 
定位 

利用 制备 的 抗 NbTre3 的 多 克隆 抗体 为 一 抗 ， 
Alexa Fluor 488 标记 的 荧光 二 抗 ,通过 间接 免疫 荧 
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图 1 原核 表达 载体 pET28a-NbTre3 的 构建 


Fig. 1 


Identification of the prokaryotic expression vector pET28a-NbTre3 


A: MA dul EEH rp PCR 扩 增 NbTre3 基因 NbTre3 gene amplified from Nosema bombycis genome by PCR; B; pET28a-NbTre3 的 PCR 鉴定 
PCR identification of pET28a-NbTre3; C; pET28a-NbTre3 的 酶 切 鉴 定 Digestion identification of pET28a-NbTre3 ; 1; NbTre3 的 PCR 产物 PCR product 
of NbTre3; 2; pET28a-NbTre3 的 PCR 产物 PCR product of pET28a-NbTre3; 3; pET28a-NbTre3 酶 切 结果 Restriction digestion result of pET28a- 
NbTre3 ; M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker. 箭头 指示 目的 基因 Nb77e3 Arrows show the target gene NbTre3. 





图 2 重组 蛋白 NbTre3 的 SDS-PAGE( A) 
及 Western blot( B) 2& 2E 
Fig. 2 Identification of the recombinant protein NbTre3 
by using SDS-PAGE ( A) and Western blot ( B) 
1, 3: 转化 pET28a( + ) 的 菌 液 蛋白 pET28a( + ) transformed bacteria 
solution protein; 2, 4: 转化 pET28a-NbTreà 的 菌 液 蛋白 pET28a- 
NbTre3 transformed bacteria solution protein; M: 蛋白质 分 子 量 标准 
Protein molecular weight marker. 箭头 指示 目的 蛋白 rNbTre3, Arrows 


show the target protein rNbTre3. 


JEX] ZC f fo TF B ~A P NbTre3 的 分 布 进行 
了 检测 。 结 果 如 图 5 所 示 ,NbTre3 主要 分 布 在 抱 原 
Bin. 
2.4 微 孢 子 虫 感染 后 不 同时 间 NbTre3 ERAR 
肠 细胞 中 的 表达 谐 

为 了 探索 NbTre3 在 微 爷 于 虫 不 同 发 育 时 期 所 
发 挥 的 作用 ,qRT-PCR 检测 NbTre3 EKA 5 MiA 
被 敏 爷 于 虫 后 不 同时 间 点 中 肠 组 织 中 的 相对 表达 水 
平 ,结果 如 图 6 所 示 ,NbTre3 在 感染 6 的 相对 表达 





图 3 SDS-PAGE 检测 纯化 的 重组 蛋白 NbTre3 
SDS-PAGE analysis of the purified recombinant 
protein NbTre3 

M: 和 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -7: 分 别 
为 binding buffer, binding buffer 以 及 20, 50, 100, 150 和 200 
mmol/L 不 同 尿素 含量 的 蛋白 洗 脱 液 Protein. elute with binding 
buffer, binding buffer, and 20, 50, 100, 150 and 200 mmol/L urea, 
respectively. MAIE H KJEM o Arrows show the target protein. 





量 最 高 ,其余 时 间 均 保持 在 较 低 的 水 平 。 
2.5 RNAi 下调 NbTre3 基因 的 表达 

与 对 照 组 ( NC) 相 比 ,siRNA-2 对 NbTre3 基因 表 
达 的 抑制 效果 最 明显 (图 7: A); 然 而 ,NbTre3 表达 
被 抑制 的 同时 ,家 至 微 孢 子 虫 16S rRNA 的 转录 水 
平 并 没有 明显 的 变化 (图 7: B), 此 外 ,在 siRNA F 
HÈ NbTre3 基因 表达 后 120 h 我 们 剖 取 中 上 肠 组织 研 魔 
后 在 显微镜 下 观察 ,发 现实 验 组 和 对 照 组 微 抱 子 虫 
的 数量 无 明显 差异 (数据 未 显示 ) ,表明 干扰 ND Tre3 
AC DAI) ADSIT zo GUB T E B A ra JT DEAE HJ a Bn 
抑制 作用 。 
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图 4 ANR MEHE HK NbTre3 的 SDS-PAGE 
分 析 (A) 及 其 多 克隆 抗体 的 Western blot 鉴定 (B) 

Fig. 4 Identification of the desalinated recombinant 
protein NbTre3 by SDS-PAGE ( A) and its polyclonal 
antibody by Western blotting ( B) 

M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 透析 除 
盐 后 的 重组 蛋白 NbTre3 Desalinated recombinant protein NbTre3 ; 2, 
3; NbTre3 多 克隆 抗体 Polyclonal antibody of NbTre3; 4; 免疫 前 血 
清 Pre-immuned serum; 5; PBS. 箭头 指示 目的 蛋白 。Arrows show 





the target protein. 


Light 


anti-NbTre3 
pAb 


pre-immuned 
serum 





3 讨论 


微 人 钨 子 虫 的 生活 史 可 分 为 3 个 阶段 , 即 感染 期 、 
裂 殖 增殖 期 和 抱 子 形成 期 (Vavra，1976 ) 。 感 染 期 
即 孢 子 发 车 期 ,家 奏 食 下 被 微 抱 子 虫 污染 的 桑 叶 后 ， 
抱 子 在 消化 道内 被 活化 , 孢 内 活 透 压 增 大 ,大量 水 分 
子 进 入 细胞 ,随后 极 质 体 和 后 极 泡 吸 水 膨胀 压迫 极 
丝 快 速 外 翻 弹出 刺 入 寄主 细胞 ,同时 孢 原 质 在 极 丝 
弹出 前 被 吸入 极 丝 内 ,最 后 具有 感染 性 的 孢 原 质 通 
过 中 空 的 极 丝 注入 寄主 细胞 (Wingler，2002 , 即 完 
成 翁 子 发 车 过 程 。 关 于 孢子 发 村 的 分 子 机 制 有 两 种 
假说 ,一 种 假设 认为 人 抱 子 壁 上 存在 特殊 的 器 膜 水 通 
道 , 水 通道 集 日 可 以 特异 性 地 使 水 分 子 快速 通过 孢 
子 壁 ,使 他 内 压力 增 大 ,引发 抱 子 发 芽 ( Frixione et 
al., 1992, 1997; Ghosh et al., 2006) 。 男 一 种 假设 
VON titia T ERF ATE R EA fa PIRE BERE TS 
E EK Tft] 08 A a tJ a HA) BL ZR, e P3 E E a BE fi 
2j fij 4j B Xe uj oe fe VP Hs 7] HS KOH e RJ D] 
( Vandermeer and Gochnauer, 1971; Undeen, 




















AF488 DAPI 





图 5 间接 免疫 灾 光 检测 NbTre3 ERKAM T mE T P BED 


Fig. 5 Localization of NbTre3 in mature spore of Nosema bombycis detected by indirect 1mmunofluorescence assay 





Light; 明 视 野 Bright field; AF488: 显示 绿色 荧光 抗体 标记 的 目的 蛋白 分 布 Showing the distribution of the target protein labeled with green 
fluorescent antibody; DAPI; 显示 被 DAP 荧光 工 染 料 标记 的 核 Showing the nuclei labeled with DAPI fluorescent dye. 孢子 经 固定 和 透 化 后 和 NbTre3 
多 克隆 抗体 (anti-NbTre3 pAb ) 或 免疫 前 血清 (pre-immuned serum) 进行 财 育 ,然后 孢子 被 洗 过 后 和 AFA88 标记 羊 抗 兔 二 抗 进行 旷 育 ,最 后 核酸 
用 DAPI 进行 标记 。After fixation and permeabilization, the spores were incubated either with anti-NbTre3 pAb or pre-immuned serum. And then the 





spores were washed and incubated with secondary antibody AF488 labeled goat anti-rabbit IgG (H + L) antibody. Finally, the DAPI was used to label the 


nuclei of spores. 


1990) 。 也 有 研究 分 析 表 明 ,细胞 内 Ca “浓度 的 变 
化 是 水 流入 的 一 个 原因 (Huang et al., 2018) 。 外 者 
刺激 因素 改变 孢 壁 通 透 性 后 ,使 钨 内 膜 结构 上 起 骨 
架 支 撑 作 用 的 Ca^" 与 外 界 离子 竞争 结合 位 点 并 被 
置换 下 来 ,引起 抑 肛 结构 改变 ,由 于 间隔 膜 被 打破 ， 
海 荣 糖 与 海棠 糖 酶 相互 接触 ,大 量 降 解 为 簿 侈 糖 , 隐 


内 渗透 压 升 高 ,促使 水 分 进入 抱 内 。 

本 研究 通过 原核 表达 及 有 重 日 纯化 ,制备 了 抗 
rNbTre3 的 多 克隆 抗体 ,Western blot 检测 结果 正确 
(图 4: B) ,在 小 于 30 kD 大 小 处 有 不 太 明 显 的 非特 
异性 条 带 出 现 , 分 析 原 因 可 能 是 由 于 抗原 蛋白 降解 
或 断 牧 造成 的 。 间 接 免 疫 灾 光 结果 显示 ,在 家 看 微 
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图 6 qRT-PCR 检测 家 和 春 微 钨 子 虫 感染 后 不 同时 间 NeTre3 EKA 5 REAP PIIRAKS 


Fig. 6 Expression profiles of NbTre3 in the midgut of the 5th instar larvae of Bombyx mori 


at different time post infection of Nosema bombycis detected by qRT-PCR 

















柱 上 不 同 小 写字 母 分 别 代表 不 同感 染 时 间 点 家 天 中 肠 中 Nb7re3 基因 表达 量 的 差异 显著 性 (n 24) (P «0.05, ANOVA). Different lowercase 


letters above bars represent the significant differences (n =4) in the NbTre3 gene expression level in the midgut of silkworm at different infection time 


points (P<0.05, ANOVA). 
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图 7 RNAi EZA 5 tito rpg rm. NbTre3 ( A) & 168 rRNA(B) 转 录 水 平 
Fig. 7 Transcription levels of NbTre3 ( A) and 168 rRNA (B) in the midgut of the 5th instar larvae 


of Bombyx mori after RNA interference 
NC: gfp siRNA; siRNA-1 -3: NbTre3 siRNAs. 网 中 数据 为 平均 值 土 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 


WT rh IL, rp, NbTre3 3: 3€ 4) e f8 Ji Jo nn 
(图 5) NbTre3 基因 表达 谱 分 析 结 果 表 明 , Nb Tre3 
在 家 盔 微 和 伯 子 虫 感染 家 盏 初期 (6 h) 相 对 表达 水 平 
最 高 (图 6) ,推测 NbTre3 EXAME T ERF ITE 
中 发 挥 重 要 的 作用 (Vandermeer and. Gochnauer, 
1971; Undeen，1990 ) 。 利 用 RNAi 技术 对 NbTre3 
的 表达 达到 了 显著 的 抑制 效 采 ,但 微 孢 子 虫 16S 
rRNA 的 转录 水 平 并 没有 受到 明显 的 抑制 (图 7) , 进 
一 步 表 明 NbTre3 在 家 和 在 微 孢 子 虫 侵 染 初期 的 发 于 
过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 

孢 原 质 进 入 寄主 细胞 后 ,以 二 分 裂 或 多 分 裂 的 
方式 发 育成 裂 殖 体 , 询 殖 体 增殖 到 一 定 阶 段 细胞 膜 
A5 ER ,形成 母 爷 子 , 母 爷 于 以 二 分 裂 的 方式 形成 孢子 
母 细 胞 ,再 由 孢子 母 细 胞 发 育成 成 误 抱 子 。 微 孢子 




















虫 的 感染 以 及 快速 增殖 是 依赖 于 ATP 的 能 量 密 

型 的 过 程 。 但 这 些 能 量 来 源 于 哪里 ,是 怎么 产生 的 ， 
目前 尚未 完全 明确 。Huang 等 (2018 ) 利用 RNAi jx 
术 下 调 分 泌 型 家 看 微 孢 子 虫 己 糖 激酶 (Nosema 
bombycis hexokinase, NbHK) 的 表达 ,可 以 有 效 抑制 
家 和 春 微 抱 子 虫 的 增殖 ,表达 谱 分 析 绪 采 显 示 分 变型 
NbHK 可 能 在 家 答 微 孢子 虫 的 增殖 期 发 挥 重 要 作 
用 。 本 研究 通过 qRT-PCR 对 微 孢 子 虫 感染 不 同时 
EHIZA 5 EAP MHR HP ND Tre3. 基因 的 转录 
水 平 进行 分 析 , 发现 WTre3 仅 在 感染 初期 高 表达 
(图 6) ,在 氏 殖 增殖 期 和 孢子 形成 期 相对 表达 量 均 
不 高 ,RNAi 对 16S rRNA 的 转录 活性 没有 显著 影响 
(图 7) ,表明 NbTre3 主要 与 孢子 发 芽 和 侵 染 有 关 。 
对 于 其 他 3 个 拷贝 的 海 深 糖 酶 NbTrel NbTre2 和 
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